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As a result of a 4-week thiamine depri- 
vation in growing rats, only comparatively 
small changes were detectable in the free 
aminoacids of the brain, the most consistent 
of which was a reduction of the free gluta- 
mic acid level; practically no change in the 
brain aminoacids could be recorded as a 
result of partial inanition alone (1). The 
resent paper will be concerned with the 

dings in the liver and kidney, two paren- 
chymal tissues which responded to the lack 
of dietary thiamine or to the mere partial 
inanition with rather extensive changes of 
the free aminoacid pattern. 


EXPERIMENTS AND METHODS 


The observations were made on the same experi- 
mental animals and with the same technic as already 
described (1). Each experiment included 3 groups of 
rats: a thiamine-deficient group (— B:), and two 
groups of thiamine-supplemented animals, one of 
which was pair-fed to the precedent (+ B, pair-fed) 
while the other was fed ad libitum (+ By, free-fed). 
In experiment I and Ila the diet contained 10% of 
casein; in experiment IIb a diet with 18% of casein 
was used. Both diets contained 10° almond oil, 
4% salts and for the remaining carbohydrates. Vi- 


tamins were given by stomach tube. The rats were 
of male sex and either of the Italic (Experiment 1) 
or of the Wistar (Experiments IIa and IIb) strain. 
Their initial body weight was of about 70-80 gms. 

The method used for the separation and estimation 
of the tissue free aminoacids was that of quantitative 
paper chromatography, for the details of which 
the reader is referred to the preceding paper (1). 


RESULTS AND CONCLUSIONS 


In considering the present results on liver 
and kidney, it is particularly necessary to 
differentiate the effects of thiamine deficiency 
per se from those related to the food intake 
reduction attending the same condition. 

Among the changes in liver (Table 1), 
some were clearly common to the thiamine- 
deficient and to the merely pair-fed animals; 
these are represented by the rise in valine, 
leucines, taurine and (as judged by inspec- 
tion) z-amino butyric acid. 

Some other changes, like the decrease in 
glutamine and serine, appeared also related 
to the partial inanition a but were more 
prominent in the thiamine-deficient animals. 
Glycine concentration was not changed by 
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TABLE I - Free aminoacids in the liver of thiamine-deficient and control rats (mg/100 g wet wt.) 


| 
| Expe- Groups 
| riment (and n. of rats per group) acid 
| 
+ pair-fed (10) .............. | 42.3 12.7 
Ila | 131.8 | $.2 
| 33.8 | 6.4 
| 
+ By 49-7 | 12.1 
By 6) 34.2 | $.3 


| | 
\Glutamic| Aspartic | Gluta- 
| Alanine 


Glycine | Serine | Valine | Leucines| Taurine 


| 


23.3 | 58.5 | 16.9 | 10.8 | 7.2 | 15.2 | 48.5 
ei TAT 26.6 | 17.1 8.1 | 16.4 39.7 


19.5 90.3 26.3 21.3 4.9 | 91 9.5 


19.1 $1.7 17.2 | 7.9 12.5 19.6 68.0 
22.0 58.5 19.2 | 18.9 10.6 | 14.7 48.0 
27.7 76.9 15.5 28.5 3.3 6.9 4.0 


15.4 57-3 16.5 | 6.4 8.3 | 15.8 | 23.0 
20.5 | 67.1 18.0 | 7.4 9.9 | 24.3 | 83.0 


18.5 | 95.9 Ht | 62 3.7 | 10.8 15.0 


Estimations were done on pools, obtained by combining equal amounts of 2-5 individual extracts. 


Reported figures indicate the means. See also text. 


mere partial inanition, but the tendency to 
decrease in thiamine deficiency was rather 
inconsistent. 

The change in thiamine-depleted liver 
which appeared most «specific», in that it 
was clearly opposite to the effect of partial 
inanition as such, was the rise in free gluta- 
mic acid, a more than 100% increase above 
the tevel of the free-fed animals, as contra- 
sted by a 25% decrease in the pair-fed con- 
trols. On thiamine deprivation, liver aspartic 
acid showed on the contrary a constant de- 
crease, which appeared clearly independent 


from food restriction in experiment I, but 
less so in experiments IIa and IIb: no explana- 
tion is seen for this apparent discrepancy. 

The behaviour of alanine was somewhat 
particular in that its concentration was not 
consistently affected by the experimental 
conditions. 

Among other substances in liver appre- 
ciated by inspection of the chromatograms 
and not appearing in Table I, threonine was 
present in small amounts, but apparentl 
aralleled the changes of serine; cysteic acid, 
foie, tyrosine and glutathione did not seem 


TABLE II - Free aminoacids in the kidney of thiamine-deficient and control rats (mg/10o g wet wt.) 


| Glutamic | 


Expe- Groups 
riment (and n. of rats for group) acid | 


Aspartic | Alanine Taurine 
5-7 11.2 14.0 | 28.6 | 76 | 136 
14.4 | | 139 
14.7 19.0 30.4 | 44.3 20.9 46 
| 
6.0 12.8 16.8 | 37.4 8.4 140 
17.7 11.6 Wa: 12.7 143 
16.7 23.0 34.6 46.0 | 23.2 | 83 


Glutamine| Glycine | Serine 


See footnote to Table I. 
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particularly affected; ethanol-2-amino phos- 
phoric acid appeared to be lower in thia- 
mine deficiency. 

Changes in kidney (Table II) caused by 
mere partial inanition and clearly indepen- 
dent from thiamine deficiency were a de- 
crease in alanine, glutamine, serine and (as 
judged by a threonine, and a rise 
in taurine; unlike in liver, valine and leucines 
did not appear visibly increased, and glycine 
seemed to be lowered. 

Kidney glutamic acid was increased by 
thiamine deficiency «against» an opposite 
variation brought about by partial inanition 
alone. 

Aspartic acid, on the other hand, was elec- 
tively lowered by the lack of thiamine to 
about one third the control level. 

No appreciable change related to thiamine 
deficiency was noted in other substances 
appearing on the chromatograms (cysteic 
acid, traces of glutathione, etc.), with the 
possible exception of a decrease in ethanol- 
2-amino phosphoric acid. 

In conclusion it may be said that, unlike the 
brain, the liver and kidney were markedly 
affected in their free aminoacid composition 
by the present experimental conditions. 

As a result of partial inanition alone, there 
were in liver and kidney numerous changes, 
which occurred qualitatively and quantita- 
tively in such a way as to form a distinct 
pattern, specific to the individual tissue. On 
the whole, the «partial inanition pattern » 
exhibited by the liver in the present conditions 
bears a close resemblance to the quantitatively 
more pronounced changes recorded by Wu (2) 
in the same tissue as a result of prolonged 
total starvation. 

With regard to the effects of thiamine de- 
ficiency, consideration may first be given to 
those aminoacids, like alanine, glutamic acid 
and aspartic acid, which represent the count- 
erparts of the carbohydrate intermediates py- 
ruvic acid, z-ketoglutaric acid and oxaloacetic 
acid, respectively. Whereas the alanine level 
was surprisingly unaffected by thiamine de- 
privation, the changes in the dicarboxylic 
aminoacids constituted what appeared to 


be the most « specific» effect of the B, avi- 
taminosis on the free aminoacids of the liver 
and kidney. It is interesting to note that the 
two dicarboxylic compounds were affected 
in quite a dillerene way by the lack of thia- 
mine, the aspartic acid level being reduced, 
and the glutamic acid level being on the 
contrary increased. Both in the liver and 
kidney the net result was a cospicuous rise 
in the concentration ratio of the free gluta- 
mic acid to aspartic acid. 

As to the other aminoacids, it may be 
said that on the whole they were not very 
much affected by the thiamine deficiency. 

The kind of influence exerted by the B, 
avitaminosis on the free aminoacids in liver 
and kindey seems to indicate that lack of 
thiamine function on carbohydrate is rather 
reflected as a disturbance in the metabolism 
of individual aminoacids than as a general 
enhancement of those catabolic changes oc- 
curring in the uncomplicated partial inanition. 
This may be relevant to the mechanism of 
the nitrogen-sparing action of carbohydrate, 
which is known to be impaired by thiamine 
deficiency (3, 4, 5). 


SUMMARY 


As a result of partial inanition alone, there was in 
the free aminoacids of the liver and kidney a distinct 
pattern of changes, which appeared specific to the 
individual tissue. Thiamine deficiency did not result 
in a general enhancement of these changes, but 
rather in a disturbed metabolism of individual ami- 
noacids, and particularly of the two dicarboxylic 
ones. These were, however, affected in quite a dif- 
ferent way, the aspartic acid level being reduced 
and the glutamic acid level being raised by the lack 
of thiamine. The net result was a conspicuous rise 
in the glutamate/aspartate concentration ratio both 
in liver and kidney. 


RIASSUNTO 


Variazioni degli aminoacidi liberi dei tessuti in rapporto 
con le alterazioni metaboliche da carenza tiaminica. 
II. Osservazioni sul fegato e sul rene. 


Come effetto della semplice inanizione parziale, 
si  osservato negli aminoacidi liberi del fegato e del 
rene un evidente quadro di alterazioni, che é@ ap- 
parso specifico per il singolo tessuto. La carenza tia- 
minica non ha prodotto una generale accentuazione 
di queste alterazioni, ma piuttosto un disturbo del 
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metabolismo di alcuni aminoacidi, e particolarmente 
dei due dicarbossilici. Questi, tuttavia, sono stati 
influenzati in modo opposto, il livello dell’acido 
aspartico essendo abbassato dalla carenza tiaminica 
ed il livello dell’acido glutamico invece innalzato. 
Come conseguenza si ¢ avuto un cospicuo aumento 
del rapporto di concentrazione glutamato/aspartato 
sia nel fegato che nel rene. 


RESUME 


Variations des acides aminés libres des tissus par rapport 
aux altérations métaboliques par carence thiaminique. 
II. Observations sur le foie et sur le rein. 


Comme conséquence de la simple inanition par- 
tielle, l’auteur a observé dans les acides aminés libres 
du foie et du rein un tableau évident d’altérations, 
qui s’est montré spécifique pour chaque tissu. La 
carence thiaminique n’a pas provoqué une accentua- 
tion générale de ces altérations, mais a plutét déter- 
miné un trouble du métabolisme de certains amino- 
acides, et surtout des deux dicarboxyliques. Ceux-ci 
on été toutefois influencés d’une maniére opposée, 
le taux de l’acide aspartique ayant été abaissé par la 
carence thiaminique et le taux de l’acide glutamique 
ayant été par contre augmenté. Il en est découlé 
une augmentation considérable du rapport de con- 
centration glutamate/aspartate aussi bien dans le 
foie que dans le rein. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Schwankungen des Gewebsgehaltes an freien Amino- 
sduren und ihre Beziehungen zu durch Thiamin- 
karenz bedingten Stoffwechselveranderungen. II. Beo- 
bachtungen an der Leber und der Niere. 

Als Wirkung eines einfachen partiellen Karenz- 
zustandes wurde eine deutliche Veranderung des 
Leber-und Nierengehaltes an freien Aminosduren 
beobachtet, die fiir jedes einzelne Gewebe als spezi- 
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fisch anzusehen ist. Ein Thiaminmangelzustand 
fiihrte nicht zu einer allgemeinen Steigerung dieser 
Verinderungen, sondern eher zu einer Stoffwech- 
selst6rung einiger Aminosduren, und zwar vor- 
wiegend der beiden Dicarboxylsduren. Letztere wur- 
den jedoch in entgegengesetzter Richtung_beein- 
flusst, da der Gehalt an Asparaginsaéure durch Thia- 
minkarenz abnahm, wiahrend jener an Glutamin- 
siure zunahm. Es folgte daraus eine bedeutende 
Steigerung der Konzentrationsbeziehung zwischen 
Glutamin-und Asparaginsaduresalzen in der Leber 
und der Niere. 


RESUMEN 


Variaciones de los aminodcidos libres de los tejidos en 
relacién a las alteraciones metabdlicas por carencia 
tiaminica. II. Observaciones sobre el higado y el rifién. 


Como consecuencia de la simple inanicién parcial, 
se ha observado en los aminoacidos libres del higado 
y del rifidn un cuadro evidente de alteraciones, que 
se ha mostrado especifico para cada tejido. La ca- 
rencia tiaminica no ha. provocado una acentuacién 
general de estas alteraciones, sino mas bien un tra- 
storno del metabolismo de algunos aminoacidos y 
especialmente de los dos dicarboxilicos. Estos, sin 
embargo, han sido influidos de manera opuesta, ya 
que el nivel del acido aspartico ha descendido por 
la carencia tiaminica y en cambio el nivel del Acido 
glutamico ha aumentado. De ello se ha derivado un 
aumento considerable de la relacidn de concentra- 
cion glutamato/aspartato tanto en el higado como 
en el rifidn. 


REFERENCES 
(1) Ferrari V. - Acta Vitaminol., 1957, XI, $3. — (2) 
Wu C. - J. Biol. Chem., 1954, 207, 775. - (3) DE 
Caro L. - II Farmaco, 1946, 1, 16. — (4) De Caro 
L. and Rinp1 G. - Exper., 1951, 7, 148. — (5) JANSEN 
B.C. P. - Vitamins and Hormones, 1949, 7, 83. 
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LABORATORIO DELLA DIREZIONE MEDICA CENTRALE DELLA LEPETIT S. p. A., MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


The metabolic changes in thiamine deficiency 
as reflected on the individual free aminoacids in tissues 


III. Observations on heart and skeletal muscle 


V. FERRARI 


The preceding observations on the brain, 
liver and kidney (1, 2) indicate that, as far 
as the free aminoacid pattern is concerned, 
each tissue responds to the mere partial ina- 
nition in a highly individual way, and that 
these responses are also affected in a different 
way by concomitant thiamine deficiency. 
Thus, the free aminoacid composition of 
the brain proved remarkably constant in 
face of mere partial inanition, whereas dis- 
tinct patterns of changes were exhibited by 
the liver and kidney. Moreover, the main 
effects of thiamine deficiency in brain were 
represented only by a slight reduction of 
the glutamic acid level, while in liver and 
kidney there was a rise in the same aminoacid 
and also a decrease in aspartic acid. This re- 
port on heart and skeletal muscle will com- 
plete the present survey on the tissue amino- 
acids in thiamine deficiency. 


EXPERIMENTS AND METHODS 


For the details of the experimental conditions, 
reference is made to the preceding papers (1, 2). A 
brief description of these will be given in a foot-note 
to Table I. 

The analytical method (quantitative paper chro- 
matography) was also the same as already described 
(1), with the only difference that for the muscular 
tissues it was found convenient to use a different 
type of homogenizer (3). 


RESULTS AND CONCLUSIONS 


The most prominent change caused b 
thiamine deficiency in heart muscle (Table 1) 
was a lowering of the free aspartic acid 
concentration, a change which appeared 


clearly independent from the partial inani- 
tion per se. 

Heart glutamic acid was somewhat lowe- 
red by mere partial inanition but, unlike in 
liver and kidney, this decrease was consist- 
ently accentuated by the B, avitaminosis. 

As to alanine, there was a decrease due to 
partial inanition alone, but no consistent ad- 
ditional change was recorded on thiamine 
deficiency. 

Free glutamine in heart behaved differently 
than in liver and kidney inasmuch as no 
decrease was recorded on food restriction 
alone; the fall recorded in thiamine-depleted 
heart tissue appears therefore entirely de- 
pendent on the avitaminotic state. 

Apart from a «non-specific» elevation of 
taurine (and, possibly, a decrease in total 
glutathione), no evident change was observed 
in the other substances as evaluated by in- 
spection of the chromatograms. 

As one can see from Table II, also in ske- 
letal muscle the free aspartic acid level ap- 
peared to be lowered by thiamine deficiency. 

Free glutamic acid again behaved differen- 
tly than in liver and kidney, but whereas in 
one experiment (II) it showed the same 
trend as in heart (decrease, partially due to 
partial inanition alone), in the other (1) it 
appeared substancially unchanged. 

Muscle alanine was lowered by mere par- 
tial inanition, but only in one experiment (II) 
was there a tendency of this phenomenon to 
be accentuated by thiamine deficiency. 

Glutamine, serine and (by inspection) threo- 
nine were consistently lowered by partial 
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Taste I - Free aminoacids in the heart muscle of thiamine-deficient and control rats (mg/10o g wet wt.) 


| Experiment Groups 
(*) (and n. of rats per group) 


I 


+ By pair-fed (5) 


Glutamic Aspartic 


aid oid Alanine Glutamine Taurine 
57-6 4-7 12.2 70.7 233 
68.9 21.7 15.7 113.4 224 
76.6 22.8 21.4 108.1 158 
47.5 4.0 13.1 69.6 247 | 
64.4 18.7 10.7 118.3 223 
75.4 17.2 17.3 111.4 154 
43.3 4.1 20.2 61.9 225 
60.3 15.3 13.1 100.9 237 
69.7 16.0 22.4 116.2 144 


(*) Experiment I and Ila: diet with 10% of casein; experiment IIb: diet with 18% of casein; in all the experiments the diet 
contained 10% almond oil, 4% salts and for the remaining carbohydrates. 


Strain of the rats: Italic in experiment I, Wistar in experiments IIa and IIb. They were always males and had an initial body weight 


of about 70-80 gms. 
Duration of the experimental period: 27-28 days. 


Estimations were done on combined hearts (ventricules) of 2-5 animals. 


inanition per se, and still more so by conco- 
mitant B, avitaminosis. 

Less related to partial inanition appeared 
the decrease in glycine brought about by 
thiamine deficiency. 


As to other changes in skeletal muscle, it 
may be worth mentioning that here, unlike 
in liver, kidney and heart, taurine in — B, 
animals appeared to be fairly above the level 
induced by mere food restriction. 


Expe- Groups Glutamic Aspartic | Gluta- | ‘ 
(and n. of rats per group) Alanine Glycine Serine | Valine Leucines Taurine 
I MD gruccehasnesosnews acs 16.1 3.4 16.0 24.0 14.3 8.2 4.6 9.8 138 

16.1 5.8 16.2 34.3 19.9 10.6 4.3 7.3 76 
17.9 4.9 20.7 42.0 18.1 16.9 3:7 6.9 40 
Ila 12.2 2.6 14.4 29.8 8.9 4.2 4.7 11.0 200 
16.0 4-5 20.3 49.8 21.5 8.1 4.9 137 
By 18.6 4.8 24.2 61.9 19.7 14.8 3.1 9.2 93 
IIb 12.0 2.4 13.0 26.8 9.0 5.9 3.8 213 
15.5 4.0 15.7 37.9 13.5 7-9 4.4 8.8 178 
24.4 4-7 26.0 64.5 22.4 15.6 2.7 106 


Estimations were done on pools, obtained by combining equal amounts of 2-5 individual extracts. Reported figures indicate the 


means. 
See also foot-note to Table I. 
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Valine and leucines increased «non speci- 
fically ». 

Of the remaining substances evaluated by 
inspection, proline and lysine-arginine were 
possibly lowered by partial inanition and 
the more so by thiamine deficiency; ethanol-2 
amino phosphoric acid and glutathione were 
apparently little affected. 

In conclusion, first of all the present results 
are further examples of the fact that the 
state of mere partial inanition is reflected 
in each tissue as a particular pattern of ami- 
noacid changes, the principal difference bet- 
ween 'the two muscular tissues being made 
by glutamine, which appeared unchanged 
in the heart, but lowered in the skeletal 
muscle. 

Changes induced by thiamine deficiency 
both in heart and skeletal- muscle were a fall 
in aspartic acid (more pronounced in heart) 
and a reduction of the glutamine level; glu- 
tamic acid also tended to decrease, while 
alanine was not consistently affected. Thia- 
mine deficiency in skeletal muscle was also 
attended with generally lower levels of free 
glycine and serine, and with a greater rise in 
taurine concentration. 

With regard to the changes in free aspartic 
acid, the heart and skeletal muscle ielinsell 
substancially like the liver and kidney, thus 
establishing an impressive analogy between the 
extra-cerebral tissues. The glutamic acid level, 
though, tended to be reduced in the muscular 
tissues, a change which is at variance with 
the rise observed in liver and kidney (2). The 
principal —- recorded in the different 


tissues will be discussed together in a subse- 


quent paper (4). 


SUMMARY 


The changes in free aminoacid composition exhi- 
bited by the heart and skeletal muscle as the result 
of mere partial inanition or of thiamine deficiency 
were described. The lack of dietary thiamine was 
reflected in the two muscular tissues as a fall in 
aspartic acid (more prominent in heart) and as a 
reduction of the glutamine level; glutamic acid 
also tended to decrease, while alanine was not con- 
sistently affected. Thiamine depletion in skeletal 
muscle was also attended with generally lower 
levels of free glycine and serine. 


RIASSUNTO 


Variazioni degli aminoacidi liberi dei tessuti in rapporto 
con le alterazioni metaboliche da carenza tiaminica. 
III. Osservazioni sul cuore e sul muscolo scheletrico. 


Sono state descritte le alterazioni degli aminoacidi 
liberi riscontrate nel cuore e nel muscolo scheletrico 
come effetto della semplice inanizione parziale o 
della carenza tiaminica. La mancanza di tiamina 
esogena si é tradotta, nei due tessuti muscolari, in 
una caduta dell’acido aspartico (pitt pronunciata 
nel cuore) e in una riduzione del livello di gluta- 
mina; l’acido glutamico ha pure avuto una tendenza 
a diminuire, mentre l’alanina non si é modificata 
in modo costante. La deplezione tiaminica nel mu- 
scolo scheletrico si ¢ accompagnata anche a livelli 
di glicina e serina generalmente piti bassi. 


RESUME 


Variations des acides aminés libres des tissus par rapport 
aux altérations métaboliques par carence thiaminique. 
III. Observations sur le coeur et sur la musculature 
striée. 


L’auteur décrit les altérations des acides aminés 
libres constatées dans le coeur et dans la musculature 
striée comme conséquence de la simple inanition par- 
tielle ou de la carence thiaminique. Le manque de 
thiamine exogéne s’est traduit, dans les deux tissus 
musculaires, par une chute de l’acide aspartique (plus 
prononcée dans le coeur) et par une réduction du 
taux de glutamate: a son tour, l’acide glutamique 
a montré une tendance a diminuer, alors que l’alanine 
ne s'est pas modifiée d’une maniére constante. La 
déplétion thiaminique dans la musculature stri¢e a 
été en outre accompagnée de taux de glycine et 
sérine généralement plus faibles. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Schwankungen des Gewebsgehaltes an freien Amino- 
sduren und ihre Beziehungen zu durch Thiaminkarenz 
bedingten Stoffwechselstérungen. III. Beobachtungen am 
Herzen und am Skelettmuskel. 


Es werden die Veranderungen des Gehaltes des 
Herzens und des Skelettmuskels an freien Amino- 
sduren als Folge eines einfachen partiellen Mangel- 
zustandes und einer Thiaminkarenz _beschrieben. 
Der exogene Thiaminmangel dusserte sich in beiden 
Muskelgeweben durch einen Abfall des Aspara- 
ginsduregehaltes (im Herzen starker ausgepragt) und 
durch eine Verminderung des Glutamingehaltes; 
auch die Glutaminsaure neigte zur Abnahme, wahrend 
das Alanin keine bestindige Veranderung aufwies. 
Die Thiaminverarmung des Skelettmuskels ging 
ausserdem mit geringeren Glycin-und Serinwerten 
einher. 
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RESUMEN 


Variaciones de los aminodcidos libres de los tejidos en 
relacién a las alteraciones metabdlicas por carencia 
tiaminica. III. Observaciones sobre el corazén y sobre 
la musculatura estriada. 

Se describen las alteraciones de los aminodcidos 
libres observadas en el corazén y en la musculatura 
estriada como consecuencia de la simple inanicién 
parcial o de la carencia tiaminica. La falta de tiamina 
exOgena ha provocado, en los dos tejidos muscu- 
lares, una caida del acido aspartico (mas pronunciada 
en el corazén) y una reduccion del nivel de gluta- 
mina; el acido glutamico ha mostrado también 


una tendencia a disminuir, mientras la alanina no se 
ha modificado de manera constante. La deplecién 
tiaminica en la musculatura estriada ha ido acompa- 
fiada ademas de niveles de glicina y serina general- 
mente mas bajos. 
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ISTITUTO DI CLINICA MEDICA GENERALE E TERAPIA MEDICA DELL’UNIVERSITA DI PADOVA 


(Direttore: Prof. A. Dalla Volta) 


Comportamento e localizzazione delle fosfatasi nelle cellule 
mielomatose e nelle plasmacellule normali (studio citochimico) 


E. MORESCHI - G. SABBIONI 


Nell’ambito delle ricerche di citochimica 
ematologica, particolarmente sviluppate in 
questi ultimi anni e che hanno permesso di 
studiare i componenti fondamentali delle 
cellule ematiche (lipidi, polisaccaridi, acidi 
nucleinici, proteine, oltre a numerosi fermenti) 
sia da un punto di vista qualitativo che quan- 
titativo, esistono anche alcuni dati riguar- 
danti il comportamento e la localizzazione 
delle fosfatasi acide ed alcaline nelle plasma- 
cellule normali. 

Le tecniche impiegate dai vari ricercatori 
in questo campo, specie per quanto riguarda 
la formula del substrato, sono varie. Rabi- 
nowitch e Andreucci nel 1949, applicando 
in ematologia, per la prima volta, la formula 
del substrato di Kabat e Furth per le fosfatasi 
alcaline, hanno trovato positiva la reazione 
di tale fermento esclusivamente nel nucleo 
delle plasmacellule; per quanto riguarda le 
fosfatasi acide, queste sono state trovate 
positive prevalentemente nel nucleo ma, 
sia. pure rarissimamente, anche nel cito- 
plasma. Kerppola invece, nel 1951, usando il 
substrato di Gomori, ha riferita negativa la 
reazione per le fosfatasi alcaline in questa 
categoria cellulare. Storti e Coll., sempre nel 
1951, dopo aver esperimentato vari tipi di 
fissatori e di substrati, hanno ritenuta pid 
idonea per questi studi la formula proposta 
da Kabat e Furth per le fosfatasi alcaline; con 
essa questi Autori hanno trovata positiva 
la reazione prevalentemente nel nucleo e, 
molto pit raramente, nel citoplasma. Per 
quanto riguarda le fosfatasi acide, questi 
Autori riferiscono una positivita costante nel 
nucleo, eccezionale nel citoplasma. Questo, 


dunque, per quanto riguarda le plasmacellule 
normali. 

I dati forniti dalla letteratura relativamente 
alla ricerca di questi enzimi nelle cellule mie- 
lomatose si limitano, invece, alla sola segna- 
lazione di Storti il quale, in tre casi di plasmo- 
citoma, avrebbe riscontrato, per la sola fo- 
sfatasi alcalina, due tipi di positivita della 
reazione: una esclusivamente nucleare ed 
una, rara, nucleare e citoplasmatica. 
Mancano del tutto (Di Guglielmo R.) dati 
riguardanti le fosfatasi acide nelle cellule del 
plasmocitoma. 

Ci é sembrato perciO interessante intra- 
prendere uno studio in questo senso e portare 
il contributo dei nostri dati relativi a 7 casi 
di plasmocitoma. 

Per le nostre ricerche ci siamo valsi di ma- 
teriale midollare strisciato o incluso e di se- 
zioni di frammenti ossei prelevati bioptica- 
mente; abbiamo inoltre eseguito le stesse 
ricerche su 8 casi normali di controllo, usando 
strisci di frustoli midollari. 


TECNICA 


FOSFATASI ALCALINE 


Gli strisci di midollo osseo ed i frammenti desti- 
nati all’inclusione sono stati fissati in alcool all’80%. 

Fra le diverse formule di substrato proposte dai 
vari AA. abbiamo scelta quella di Kabat e Furth 
(a pH 9,2) che, come a Storti e Coll., ci  sembrata 
la pitt adatta a mettere in evidenza [’attivita fo- 
sfatasica nelle cellule del sangue. A 33 cc di acqua 
distillata vengono aggiunti, nell’ordine, 6 cc di una 
soluzione al 3,20% di §-glicerofosfato di sodio, 
6 cc di Veronal sodico al 10%, 6 cc di una soluzione 
al 2,465 % di solfato di magnesio e 9 cc di nitrato 
di calcio al 2%. 
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SOGGETTI NORMALI 


Fosfatasi del citoplasma 


TABELLA 


Casi | Casi 
Acide Alcaline 
| 
1 G.G. | Rara positivita Rara positivita | 1 S.P 
(2%) microgranu- | (4%) microgranu- | 
lare lare | 
| 
2 P.V. | Assenti Assenti |2 M.G 
3 B.A Rara positivita Frequente positivita 3 F.A 
(2%) microgranu- (70 microgranu- 
lare are 
4 P.G. | Frequente positivita Frequentepositivita 4 F.A 
(§0°%)microgranu- (70 %)microgranu- 
lare lare 
R.G. Rara positivita | Discreta  positivita D.Z.L. 
microgranu- %) microgranu- 
are are 
6 B.A. Assenti Discreta positivita 6 B.P. 
(40 microgranu- 
lare 
7 B.A Discreta positivita | Discreta positivita G.A. 
(20%)microgranu- | (20%) microgranu- 
lare lare 
8 F.G. Discreta positivita | Frequente positivita 


(40 %) microgranu- 
lare 


{so microgranu- 
are 


SOGGETTI CON PLASMOCITOMI 


Fosfatasi del citoplasma 


esaminato 
Acide Alcaline 
Assenti Rara positivita Cranio (biopsia) 
microgranulare 
Assenti Assenti Midollo osseo (stri- 
scio) 
Rarissima positivita Rara positivita Midollo osseo (se- 
microgranulare microgranulare zioni) 
Rarissima positivita Rarissimapositivita Midollo osseo (se- 
microgranulare microgranulare zioni) 
Assenti Assenti Midollo osseo (stri- 
scio) 
Assenti Rara positivita Costola (biopsia) 
microgranulare 
Rarissima positivita Rara positivita Femore (biopsia) 
micro e macrogra- microgranulare 


nulare 


N.B. - Per i soggetti normali é stato sempre esaminato materiale costituito da strisci di midollo osseo. Sia nelle plasmacellule 
normali che nelle cellule mielomatose la ricerca delle fosfatasi acide ed alcaline nel nucleo é stata sempre costantemente positiva. 


La tecnica della reazione é la seguente: i prepa- 
rati dall’acqua distillata vengono passati nel sub- 
strato, riscaldato preventivamente a 37°, e lasciati a 
tale temperatura in termostato per I5§ ore. 

Dal substrato i vetrini sono passati direttamente 
per §’ in una soluzione di nitrato di calcio al 2%, 
indi per 2° in soluzione di nitrato di cobalto al 2%. 
Dopo un lavaggio in acqua distillata, che non deve 
durare pit di 50-60”, 1 preparati sono immersi, per 1’, 
in una soluzione molto diluita di solfuro di ammonio 
(15-20 gocce in $0 cc di acqua distillata). Lavaggio in 
acqua corrente per $’-6’, debole colorazione di con- 
trasto con eosina, rapida disidratazione, xilolo, balsamo. 

Le parti delle cellule, ove la fosfatasi @ in atto, 
appaiono colorate in bruno-nero. 


FOSFATASI ACIDE 


Come per le alcaline abbiamo adottato, per gli 
strisci e per i frammenti destinati all’inclusione, la 
fissazione in alcool all’80%. 
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Ci siamo serviti della tecnica di Gomori, modi- 
ficata da Glick, che consiste nell’immergere, in 
termostato a 37° per due ore, le sezioni e gli strisci, 
tolti dall’acqua distillata, nel seguente substrato, a 
pH 4,7: cc 30 della miscela: acetato di soda al 13,6 % 
cc 100 + acido acetico al 6% cc $0, cui vanno ag- 
giunti cc 10 di nitrato di piombo al 5%, acqua 
distillata cc 60, sodio glicerofosfato al 2% cc 30. 

I preparati, tolti dal termostato, sono lavati prima 
in acqua distillata, poi in una soluzione di acido 
acetico al 2% ed infine ancora in acqua distillata. 
In seguito immersione, come per le alcaline, in 
soluzione di solfuro di ammonio, lavaggio in acqua 
corrente, colorazione di contrasto, disidratazione 
rapida, xilolo, balsamo. 

Come nel metodo precedente, appaiono colorate 
in bruno scuro solo le parti delle cellule ove la fo- 
sfatasi presente. 

Nella tabella sono esposti i singoli dati, rispet- 
tivamente per i sette casi di plasmocitoma e per gli 
otto casi normali di controllo. 


ia) 


(stri- 


sia) 
Fig. 1 - Caso N. 1 (plasmocitomi) colorazione per le fosfatasi alcaline. 
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Fig. 2 - Caso N. 3 (plasmocitomi) colorazione per le fosfatasi acide. 
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COMMENTO AI RISULTATI 


1) SOGGETTI NORMALI: 


a) Fosfatasi alcaline: le nostre ricerche 
hanno messo in evidenza una costante ed 
abbastanza intensa positivita della reazione 
nel nucleo delle plasmacellule; nei citoplasmi, 
invece, la positivita della reazione é variabile 
da caso a caso: essa é massima (fino al 70%) e 
rappresentata per lo pid da fini granulazioni 
sparse nei casi 3, 4, 8; ¢ discreta (dal 20 al 40%) 
nei casi §, 6, 7; € molto scarsa (4%) nel caso 1; 
é negativa nel caso 2. 


b) Fosfatasi acide: la presenza di questo 
fermento é costante nel nucleo delle plasmacel- 
lule; @ variabile, invece, nei citoplasmi e 
va da un massimo del 50% al caso 4 a valori 
minori nei casi 1, 3, 5,7, 8, mentre é assente nei 
casi 2 e 6. Anche qui si tratta, per lo pit, 
di fini granulazioni sparse. 


2) PLASMOCITOMI: 


a) Fosfatasi alcaline: i nuclei delle cellule 
miclomatose hanno sempre reagito positi- 
vamente nei nostri casi. Nel citoplasma_ il 
fermento é piuttosto scarso e sotto forma di 
fini granulazioni; a volte (casi 2 e 5) é addi- 
rittura assente. 


b) Fosfatasi acide: i nuclei dimostrano sem- 
pre intensa colorazione. Nel citoplasma, solo 
in tre casi (3, 4, 7) la reazione é stata scarsis- 
simamente positiva a tipo di finissima gra- 
nulia, mentre in quattro casi (1, 2, 5,6) é ri- 
sultata completamente negativa. 


Dai risultati delle nostre ricerche si possono 
quindi trarre le seguenti conclusioni: 


1) E confermata la costante presenza nei 
nuclei delle plasmacellule normali di fosfatasi 
acide ed alcaline. 


2) Nel citoplasma delle plasmacellule nor- 
mali é maggiore la positivita delle fosfatasi 
alcaline che non delle acide. 


3) La percentuale di positivita citopla- 
smatica, specie per le fosfatasi alcaline, é mag- 
giore nei nostri casi normali, rispetto a quella 
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segnalata dagli altri Autori che si sono occu- 
pati dell’argomento. 


4) Le fosfatasi alcaline nelle cellule miec- 
lomatose sono sempre positive nel nucleo; la 
positivita citoplasmatica é nettamente minore 
di quella osservabile nei nostri casi di controllo, 
Tale scarsita di localizzazione citoplasmatica 
del fermento concorda con quanto constatato, 
nei suoi tre casi, da Storti. 


5) Per quanto riguarda le fosfatasi acide 
nelle cellule mielomatose, abbiamo riscontrato 
una positivita costante nel nucleo, mentre 
nel citoplasma la reazione o é negativa o, 
al massimo, molto scarsamente positiva. An- 
che qui la positivita citoplasmatica é netta- 
mente minore di quella osservabile nei casi 
normali di controllo. 


Se é vero, come suppongono Storti e Coll., 
che le fosfatasi citoplasmatiche sono stretta- 
mente legate al patrimonio lipidico e poli- 
saccaridico, si pud ipotetizzare che la dimi- 
nuzione di tali fermenti nel citoplasma delle 
cellule mielomatose sia in rapporto ad una 
marcata diminuzione, se non proprio ad una 
completa scomparsa, di tali sostanze, come 
é documentato dalla negativita delle reazioni 
specifiche al Sudan Nero B per i lipidi e 
di Hotchkiss per i polisaccaridi (Di Gu- 
glielmo R. e Ferrara) nei citoplasmi di que- 
ste cellule. 

Per le fosfatasi acide, comunque, non avendo 
a disposizione termini di confronto nella 
letteratura, non possiamo per ora che limi- 
tarci a segnalare i risultati della nostra ricerca, 
confidando che essi possano essere utilizzabili 
in seguito per un miglior chiarimento di 
questo particolare settore dell’istochimica ema- 
tologica. 


RIASSUNTO 


Gli Autori hanno studiato, dal punto di vista cito- 
topochimico, le fosfatasi acide ed alcaline in 8 casi 
normali ed in 7 casi di plasmocitoma. Si dimostra 
che in questi ultimi la positivita delle reazioni, co- 
stante nel nucleo, é molto scarsa nei citoplasmi 
delle cellule mielomatose. Questo ultimo fatto é 
forse da mettere in relazione con la gia documentata 
diminuzione, nei citoplasmi di questi elementi pa- 
tologici, dei lipidi e dei polisaccaridi. 
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RESUME 


Comportement et localisation des phosphatases dans 
les cellules myélomateuses et dans les cellules plasma- 
tiques normales (étude cytochimique). 

Les auteurs ont étudié, du point de vue cyto-to- 
pochimique, les phosphatases acides et alcalines dans 
8 cas normaux et dans 7 cas de plasmocytome. Ils 
ont constaté que dans ces derniers la positivité des 
réactions, constante dans le noyau, est trés faible 
dans le cytoplasme des cellules myélomateuses. 
Ce dernier fait doit étre vraisemblablement mis 
en relation avec la diminution, déja confirmeé, des 
lipides et des polysaccharides dans le cytoplasme de 
ces éléments pathologiques. 


SUMMARY 


Behaviour and localization of phosphatases in mye- 
lomatous cells and in normal plasmacytes (cytoche- 
mical study). 


The authors have studied, from the cytochemi- 
cal point of view, the acid and alkaline phosphatases 
in 8 normal subjects and in 8 cases of plasmocytosis. 
It has been demonstrated that in the latter the posi- 
tivity of the reaction, which is constant in the nu- 
cleus, is very poor in the cytoplasm of myelomatous 
cells. This last fact is perhaps related to the already 
observed diminution of lipids and polysaccharides 
in the cytoplasm of these pathological elements. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Ueber das Verhalten und den Sitz der Phosphatasen 
in myelomatésen und normalen Plasmazellen (zell- 
chemische Forschung). 


Verff. haben vom zelltopochemischen Gesichts- 
punkt aus die sauren und alkalischen Phospha- 
taen von 8 normalen und 7 Plasmacytomfallen 
untersucht. Es wird der Beweis erbracht, dass bei 
letzteren die im Zellkern bestaindige Positivitat der 


Reaktionen im Protoplasma der Myelomzellen sehr 
geringfiigig ist, was vielleicht zu der bereits erwie- 
senen Herabsetzung des Protoplasmagehaltes an 
diesen pathologischen Elementen, an Fetten und 
Polysacchariden in Beziehung zu setzen ist. 


RESUMEN 


Comportamiento y localizacién de las fosfatasas en las 
células mielomatosas y en las células plasmdticas 
normales (estudio citoquimico). 

Los autores han estudiado, desde el punto de 
vista citotopoquimico, las fosfatasas acidas y alca- 
linas en 8 casos normales y en 7 casos de plasmoci- 
toma. Han demostrado que en éstos ultimos la posi- 
tividad de las reacciones, constante en el nucleo, 
es muy débil en el citoplasma de las células mielo- 
matosas. Este ultimo hecho debe probablemente 
ponerse en relacién con la disminucién, ya con- 
firmada, de los lipidos y de los polisacaridos en el 
citoplasma de estos elementos patoldgicos. 
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LABORATORI DELLA DIREZIONE MEDICA CENTRALE DELLA LEPETIT S.p.A. - MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


Aspetti del metabolismo del triptofano nella gravidanza 
di animali di specie diversa 


L. MAINARDI 


Tra le condizioni fisiologiche capaci di in- 
fluenzare il metabolismo del triptofano, lo 
stato gravidico occupa un posto di particolare 
rilievo: in base ad una serie di ricerche di questi 
ultimi anni Chiancone ha parlato di una 
« xanturenuria gravidica » da carico di tripto- 
fano nella donna (1). 

Da un punto di vista generale, il problema 
aveva gia richiamato l’attenzione di questo 
Autore nel 1937 in alcune esperienze prelimi- 
nari sulla ratta gravida (2); recenti indagini 
pitt estese hanno portato a concludere (3) che 
nella ratta normale gestante la xanturenuria 
da carico di triptofano non presenta variazioni 
significative in confronto di quella della ratta 
non gestante, confermandosi la citata osser- 
vazione di Chiancone nel 1937; veniva cosi 
acquisito che nella ratta gravida il compor- 
tamento metabolico del triptofano studiato 
rispetto alla xanturenuria non pud essere acco- 
stato a quello osservato nella donna gravida. 


I dati di letteratura sulla xanturenuria gravidica 
nella donna sono tutti concordi. 

Vandelli nel 1951 (4) aveva trovato che nelle urine 
di donne gravide si verifica una abnorme presenza 
di acido xanturenico da carico di triptofano, mag- 
giore nelle fasi pit’ avanzate della gravidanza. Nella 
donna sana e non gravida, in condizioni di esperi- 
mento analoghe, la xanturenuria non si manifesta 
e non presenta che valori minimi e d’altra parte 
nelle gravide con fenomeni di intossicazioni gravi 
(iperemesi, sindromi edemo-nefrosiche, stati pre- 
-eclamptici, eclampsia) i valori di eliminazione di 
acido xanturenico raggiungono i livelli pit alti. 
Il trattamento con piridossina, anche nelle fasi avan- 
zate di gestazione, riporta i valori della xanturenuria 
provocata entro i limiti normali e pud anche an- 
nullarli del tutto. 

Quasi contemporaneamente Sprince e Coll. (5) se- 
gnalavano per la donna in gravidanza patologica 
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pit: forti concentrazioni urinarie di acido xanturenico, 
suggerendo che cid rifletteva un abnorme metabo- 
lismo della vitamina Bg. 

Wachstein e Gudaitis riportavano successivamente 
i dati delle loro ricerche in lavori (6, 7) da cui risulta- 
va che la donna in gravidanza presenta segni biochi- 
mici di carenza di vitamina Bs. Con tecnica cro- 
matografica Wachstein e Lobel (8) riscontrarono 
una stretta analogia con quanto si osserva nei ratti 
in avitaminosi da Be e che l’acido xanturenico non 
é il solo abnorme metabolita eliminato. 

Presenza abnorme di acido xanturenico nelle urine 
durante la gravidanza fu riferita anche, in Italia, da 
Pasetto ed Ermiglia (9), da Coppini e Camurri (10) 
e da Ermiglia e Gelussi (11). I risultati di questi AA. 
concordano nel fatto che nella donna gravida la som- 
ministrazione di un carico di triptofano é seguita 
da una eliminazione di acido xanturenico fran- 
camente superiore a quella che si verifica al di fuori 
della gravidanza e che la piridossina riconduce a 
livelli normali la xanturenuria da carico (Ermiglia e 
Gelussi; 11). 


Fra i quesiti che naturalmente derivano da 
queste osservazioni, due interessano particolar- 
mente sul piano fisiologico: lo studio della 
xanturenuria da carico di triptofano nella 
gravidanza di animali di specie diversa e la 
conoscenza di eventuali variazioni dell’eli- 
minazione urinaria degli altri metaboliti del 
triptofano. 

Per il primo punto vi é in letteratura solo il 
cenno fattone da Chiancone (1) e da Vandelli, 
Ginoulhiac e Tenconi (12). Per il secondo, se si 
toglie il dato diChiancone e Coll. (3), che trovano 
nella ratta gravida una variazione significativa 
a gestazione avanzata nel senso di una aumen- 
tata eliminazione delle sostanze diazotabili e¢ in 
particolare di chinurenina e il dato cromato- 
grafico di Wachstein e Lobel (8) sulla presenza 
nelle urine della donna gestante di un numero 
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superiore di metaboliti, tra i quali la 3-idros- 
sichinurenina, non risultano dall’esame della 
Jetteratura dati relativi ad un studio dell’ar- 
gomento. 


DATI SPERIMENTALI 


Ho iniziato tale studio valutando per via 
chimica, con le tecniche gia altrove descritte 
(13), alcuni metaboliti del triptofano eliminati 
con le urine dopo carico orale dell’aminoacido 


Esperienze su ratte. 


Le esperienze sono state condotte su gruppi di 
ratte di ceppi diversi (Italico, Sprangue-Dow- 
ley, Wistar) del peso di circa 200 g che rice- 
vevano il carico di triptofano a vari giorni 
dall’inizio della gravidanza: un gruppo di 
ratte non gravide ed egualmente trattato é 
stato tenuto come controllo. 

Le ratte furono costantemente mantenute 
ad un regime completo ed equilibrato cosi 


TABELLA I - Influenza della gravidanza sul metabolismo del triptofano (esperienze su ratte). 


N. Gravidanza |_ 
Ratte gg 
Acido Xanturenico 
18 — 2,8 + 0,34 
6 6 2,7 + 0,45 (*) 
6 II 3:7 + 0,57 (*) 
II 15 3.4 + 0,26 (*) 
9 18 3 + 0,42 (*) 


Significativita delle differenze rispetto ai valori basali: 


(so0 mg/Kg) a ratte, cavie, coniglie in corso 
di gravidanza. Riporto in questo lavoro i 
dati ottenuti in particolare con le determi- 
nazioni delle sostanze diazotabili in toto 
e, separatamente, della chinurenina; ho ese- 
guito dosaggi, nelle stesse urine, di acido 
nicotinico e di N,-metilnicotinamide; in ratte 
e coniglie ho determinato anche la xanture- 
nuria. 

I metaboliti dosati nelle urine raccolte dopo 
24 ore dal carico di aminoacido sono stati 
espressi in percento in rapporto al sommini- 
strato; lesostanze diazotabili sono espresse come 
acido antranilico, la xanturenuria é stata valu- 
tata con l’indice di Chiancone (14). 

Su qualche campione di urina di ratto, 
ho eseguito la cromatografia ascendente su 
carta (15) al fine di avere un quadro degli 
altri metaboliti non analizzati quantitativa- 
mente. 


Metaboliti eliminati (valori medi 


* non significativo ** p < 0,05 


+ errore standard) 


Chinurenina Sostanze diazotabili 
2,2 + 0,43 1,3 + 0,22 
34 + 1,50(*) 2,4 + 1,16 (*) 
S$ + 141 (**) 2,6 + 0,49 (**) 
5.9 + 1,47 (***) 33 + 0,61 (***) 
5:4 + 0,96 (***) 3,1 + 0,28 (***) 


D < 0,01 


composto: grano 30, avena 30, caseina 14, 
latte intero in polvere 10, farina di lino 10, 
lievito di birra secco 3, olio di fegato di mer- 
luzzo 1, cloruro di sodio 1, carbonato di cal- 
cio 1, l’acqua era lasciata ad libitum. 

Nella tabella I sono riportate le variazioni 
di comportamento dei metaboliti esaminati (*). 


(*) Dei corpi nicotinici l’acido nicotinico, in una prova su 
un piccolo numero di animali (ceppo Sprangue-Dowley), ha 
fatto registrare una diminuzione al limite della significativita 
(tabella II); invariata la N,-metilnicotinamide. 


TABELLA II 


“Metaboliti eliminati 


N Peso | Gravi- | (valori medi + errore standard) 
medio | danza |- 
Animali e | = Ni Acido 
metilnicotinamide nicotinico 
4 205 15 0,086 + 0,023 (*) 0,255 + 0,014 (*) 
4 | 210 _ 0,090 + 0,013 


0,379 + 0,050 
Significativita delle differenze rispetto ai valori basali: 
* non significativo 
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Grarico I 


INFLUENZA DELLA GRAVIDANZA SUL METABOLISMO DEL TRIPTOFANO 


Esperienze 


Non Gravide 


(11) 


Gravide: A 


su ratte 


Ac.xanturenico 


Chinurenina 


Sostanze diazotabili 


J 
1 2 3 4 5 6 


Gravide: A = da 6 giorni; B = da 11 giorni; C = da 15 giorni; D = da 18 giorni. 


N.B. = In parentesi il numero di animali per gruppo. 


Si viene cosi a documentare ulteriormente 
che nella gravidanza fisiologica della ratta: 


1) lacido xanturenico rimane_pratica- 
mente invariato; 


2) le sostanze diazotabili e la chinurenina 
in particolare, subiscono un aumento pit 
marcato nella gravidanza avanzata. 


Il diverso andamento della eliminazione uri- 
naria dei metaboliti di cui in 1) e 2) risulta 
chiaramente dal grafico I. 

Dall’analisi cromatografica non ho ricavato 
clementi di rilievo per i metaboliti non valu- 
tati chimicamente se si eccettua, in alcuni 
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campioni di urina di ratte in gravidanza, la 
constatazione della presenza di 3-idrossichi- 
nurenina. Questo reperto ha bisogno di ul- 
teriore conferma. 


Esperienze su cavie. 


Queste ricerche sono state condotte su due 
gruppi distinti di cavie, di cui uno comprende 
gli animali in condizioni di gravidanza e altro 
le cavie non gravide. 

Si sono impiegate cavie del peso di 400-600 g 
mantenute ad una dieta di pane e verdura ad 
libitum. 


Z eliminato 
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I risultati (*) relativi alle determinazioni 
della chinurenina e delle sostanze diazotabili 
sono riassunti nel grafico II. 


Questi risultati dimostrano: 


1) nelcorso della gravidanza la chinurenina 
urinaria significativamente diminuita, ri- 


(*) Le determinazioni dell’acido nicotinico e della N;-metil- 
nicotinamide nei campioni di urine di 3 cavie controllo non 
gravide e di 10 cavie in gravidanza hanno permesso di eviden- 
ziare la presenza di acido nicotinico in un solo campione di urina 
di animali di controllo ed in 7 animali gravidi; per la N,-metil- 
nicotinamide il reperto é stato sempre negativo per gli animali 
di controllo e positivo in 3 “animali in gravidanza. 


spetto a quanto si osserva su cavie normali 
non gravide; la diminuzione é notevole per 
tutto il periodo della gestazio ie; 


2) i valori medi delle sostanze diazotabili 
subiscono variazioni di modesta entita. Nei 
primi periodi della gravidanza considerati e 
cioé fino a 8 settimane, si rileva una diminu- 
zione che é statisticamente significativa per il 
periodo fino a 4 settimane, mentre nell’ ultimo 
periodo e cioé oltre alle 8 settimane si avrebbe 
un lieve aumento sul valore basale. 


Grarico II 


INFLUENZA DELLA GRAVIDANZA SUL METABOLISMO DEL TRIPTOFANO 


Esperienze su cavie 
34 
chinurenina sostanze diazotabili 
» 2,4 
A B/C} D A 
(11) (5)(7)(5) (11) (5)(7) (5) 
FA = non gravide; B = gravide: da 1 a 4 settimane; C = gravide: da 4 a 8 settimane; D = gravide: oltre 8 settimane. 


N.B. = In parentesi il numero di animali per gruppo. 


Significativita delle differenze rispetto ad «A» valori basali (cavie non gravide) 


Chinurenina 
A 2,39 + 9,71 


0,62 + 0,23 p = 0,01 


Sostanze diazotabili 

A 1,66 + 0,13 

B 1,16 + 0,14 p< 005 
C 1,39 + 0,16 non significativa 
D 1,95 + 0,39 non significativa 
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Tasetta III - Influenza della gravidanza sul metabolismo del triptofano (esperienze su coniglie). 


N. Peso medio 


Gravidanza 
Animali Kg gg 
Acido x 
} 4 3,350 28, 28, 19, 26 1,31 
4 4,100 —_ 1,45 


Significativita delle differenze rispetto ai valori basali: 


* non significativo 


Esperienze su coniglie. 


Si é sperimentato su coniglie mantenute 
a dicta di laboratorio costituita da crusca, 
frumento e verdura. Ad ogni animale é stato 
somministrato il triptofano in prova basale 
prima dell’accoppiamento e nel corso della 
gravidanza: i risultati sono riassunti nella 
tabella III. 

Il carico di triptofano in gravidanza é stato 
fatto tra i 26 ed i 28 giorni dall’inizio di essa, 
salvo in un animale trattato a 19 giorni. 

Non si sono osservate variazioni significative 

*, per l’acido xanturenico, la chinurenina e¢ le 
sostanze diazotabili (*). 


- (*) Sugli stessi animali l’acido nicotinico, eliminato in mo- 
deste quantita nelle nostre prove, é risultato aumentato sia 
pure in misura non statisticamente significativa in gravidanza 
(0,0602 contro 0,036 nei controlli). Sempre assente la N;-metil- 
nicotinamide. 


Metaboliti eliminati (valori medi + errore standard) 
anturenico Chinurenina Sostanze diazotabili 
+ 0,33 (*) 16,70 + 2,48 (*) 7,14 + 1,10 (*) 
+ 0,43 17,38 + 5$,71 5,80 + 2,12 


CONCLUSIONI 


Dai risultati delle ricerche appare chiaro che 
la gravidanza é una condizione fisiologica 
capace di influenzare il metabolismo del trip- 
tofano, studiato attraverso l’eliminazione uri- 
naria di vari metaboliti dopo carico orale 
dell’aminoacido. 

Nella serie di sperimentazioni condotte in 
numerose specie animali tale influenza si 
manifesta sia su linee metaboliche diverse, sia 
per effetti differenti sulla stessa linea meta- 
bolica. 

Infatti nella gravidanza risultano aumentate 
nella ratta le sostanze diazotabili e la chinu- 
renina in particolare, ma non I’acido xantu- 
renico; la stessa chinurenina aumentata nelle 
urine delle ratte ¢ invece diminuita in quelle 
della cavia, invariata nella coniglia. Le sostanze 
diazotabili sono diminuite, in genere, nella 


TaBELLA IV - Influenza della gravidanza sul metabolismo del triptofano. 


Sostanze diazotabili 
Specie animale 


Chinurenina 


| 
Non gravide Gravide Non gravide Gravide 
1,34 (18) 2,93 (32) [s-19] 2,21 (18) §,12 (32) [5-19] | 
Seer 1,66 (11) 1,29 (12) [8-56] 2,39 (11) 0,62 (17) [8-57] 
| 
| 
Coniglio ..... 713 (4) 5,80 (4) [19-28] 16,7. (4) 17,40 (4) [19-28] 


N.B. in parentesi: ( ) il numero degli animali trattati. 


{ ] i giorni di gravidanza. 
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cavia, aumentate nella ratta, invariate nella 
coniglia (tabella IV). 

Questi differenti aspetti del metabolismo 
del triptofano nella gravidanza di animali di 
specie diversa dimostrano anzittutto che esiste 
un problema fisiologico generale relativo alle 
espressioni metaboliche dell’aminoacido e che 
é necessario studiarne il quadro completo, 
senza limitarsi alla ricerca di un solo metabo- 
lita o di un gruppo di metaboliti. 

Lo stato gravidico appare inoltre, come gia 
detto, una condizione fisiologica capace di 
modificare anche profondamente, in alcuni 
animali, l’orientamento metabolico del trip- 
tofano. Cid risulta ormai certo per Il’acido 
xanturenico nella donna e per altri metaboliti 
di cui ai risultati delle esperienze sopra ripor- 
tate. 

Come lo stato gravidico possa essere respon- 
sabile delle modificazioni finora note é quesito 
al quale non si pud rispondere in maniera 
sicura, sia perché non sono del tutto chiariti 
i meccanismi biochimici che presiedono alle 
singole tappe del metabolismo intermedio 
del eigen, sia perché non si conoscono 
del tutto i rapporti che con esse contraggono 
le varie situazione ormonali, cosi profonda- 
mente variate per effetto e nello svolgersi 
della gravidanza. 

Si potrebbero menzionare tutti i dati di 
letteratura sui singoli fattori vitaminici preposti 
alla regolazione del ricambio intermedio del 
triptofano ai vari livelli (16), ¢ le conoscenze 
sui rapporti fra tale ricambio e ghiandole en- 
docrine. Per citare solo quelli che si riferiscono 
ad ormoni ed alle ghiandole sessuali, si pud 
ricordare che il cortisone pud intervenire 
modificando alcune tappe del metabolismo 
intermedio del triptofano (Porter e Coll. 17, 
Kotake e Coll. 18, Ginoulhiac e Coll. 19); 
secondo Ginoulhiac e Coll. (19) esisterebbe 
effettivamente un rapporto tra attivita follico- 
linicae metabolismo del triptofano. Io stesso (20) 
ho potuto osservare che i bassi livelli urinari 
di corpi nicotinici riscontrabili nelle ratte ova- 
riectomizzate vengono innalzati da un tratta- 
mento di follicolina e non di progesterone. 
Chiancone e Coll. (15) avevano potuto con- 
statare che l’ovariectomia determina una 


parziale inibizione nell’escrezione dei meta- 
boliti non ossidati derivanti dalla chinurenina 
(acido antranilico e acido chinurenico) e che 
la formazione di acido 3-ossiantranilico e 
l’acido xanturenico era invece aumentata. 
Per spiegare perché in un animale compare 
un prodotto finale piuttosto che un altro, e 
soprattutto perché il rapporto quantitativo 
tra i vari prodotti intermedi e finali non é 
sempre lo stesso in tutti gli animali e in tutte 
le condizioni, Cedrangolo (21) ricorda come 
«entri in gioco la concentrazione diversa 
degli enzimi responsabili delle singole reazioni, 
quella dei relativi attivatori ed inibitori, la 
velocita di eliminazione dei singoli prodotti, 
ecc., per cui alla fine una via metabolica pud 
apparire predominante rispetto un/altra, 
un prodotto essere escreto in concentrazione 
maggiore rispetto ad un altro, e cosi via». 


RIASSUNTO 


Lo studio dei metaboliti del triptofano eliminati 
con le urine dopo carico orale dell’aminoacido in 
animali di specie diversa ed in stato di gravidanza 
dimostra: a) che la gravidanza @ una condizione 
fisiologica capace di modificare, in alcuni animali 
anche profondamente, l’orientamento metabolico 
del triptofano; b) che variazioni metaboliche diffe- 
renti si riscontrano durante la gravidanza di animali 
di specie diversa e che esse riguardano sia spostamenti 
verso linee metaboliche particolari (xanturenuria 
gravidica nella donna), sia squilibri quantitativi nelle 
stesse linee metaboliche (chinurenina, sostanze dia- 
zotabili). L’A. mette in rilievo limportanza del 
problema sul piano fisiologico generale e la necessita 
di studiare quadri metabolici quanto pit. possibile 
completi dell’aminoacido, non limitandosi alla _ri- 
cerca di un metabolita o di un gruppo di metaboliti. 


RESUME 


Aspects du métabolisme du tryptophane au cours de la 
grossesse chez des animaux d’espéce différente. 
L’étude des métabolites du tryptophane éliminés 

par les urines aprés administration orale de I’acide 

aminé 4 des animaux d’espéce différente et en état 
de grossesse, montre: a) que la grossesse est un état 
physiologique capable de modifier, profondément 
méme chez certains animaux, [orientation mé- 
tabolique du tryptophane; b) que des variations 
métaboliques diverses sont constatées pendant la 
grossesse chez des animaux d’espéce différente et 
qu’elles consistent soit dans des déplacements vers 
des lignes métaboliques particuliéres (xanthurénurie 
gravidique chez la femme), soit dans des déséquilibres 
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quantitatifs dans les mémes lignes métaboliques 
(cynurénine, substances diazotables). L’auteur sou- 
ligne l'importance du probléme sur le plan physio- 
logique général et la nécessité d’étudier, pour cet 
acide aminé, des tableaux métaboliques les plus com- 
plets possible, en ne se limitant pas a la recherche d’un 
seul métabolite ou d’un groupe de métabolites. 


SUMMARY 


Aspects of tryptophan metabolism during pregnancy in 
various species of animals. 

Study of tryptophan metabolites eliminated in 
the urine after an oral dose of the amino acid admi- 
nistered to pregnant animals of various species shows 
that: a) pregnancy is a physiological condition cap- 
able of even markedly changing tryptophan meta- 
bolism in some animals; b) during the pregnancy 
of various species of animals, different metabolic 
variations are observed and these concern both 
displacement towards particular metabolic lines 
(xanthuremia of pregnancy in women) and quantita- 
tive imbalances in the same metabolic lines (kynu- 
renine, diazotizable substances). The author points 
out the importance of the problem on the general 
physiological plane and the necessity of studying 
metabolic patterns of the amino acid as complete 
as possible and not just limited to detecting one 
metabolite or a group of metabolites. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Ueber Tryptophanstoffwechselbilder bei verschiedenar- 
tigen trachtigen Tieren. 

Aus der Untersuchung mit dem Harn ausgeschie- 
dener Stoffwechselprodukte des Tryptophans nach 
peroraler Belastung von Tieren verschiedener Gat- 
tung im Trichtigkeitszustande mit dieser Aminosaure 
ging hervor: 1) Die Trachtigkeit ist ein physiolo- 
gischer Zustand der im Stande ist, bei einigen Tieren 
die Stoffwechselverhaltnisse des Tryptophans tief- 
greifend abzuaindern. 2) Bei der Trichtigkeit ver- 
schiedener Tierarten werden wechselnde Stoffwech- 
selverinderungen beobachtet; dieselben betreffen 
entweder besondere Stoffwechselrichtungen (Schwan- 

erschafts-Xanturenurie bei der Frau) oder qua- 
itative Veranderungen eines sonst unveranderten 
Stoffwechselprozesses (Chinurenin, diazotierbare Sub- 
stanzen). Verf. hebt die Wichtigkeit dieser Fragen 
auf allgemein-physiologischem Gebiete hervor und 
folglich die Notwendigkeit, méglichst vollstandige 
Stoffwechselbilder dieser Aminosaure zu untersuchen, 
ohne sich auf den den Nachweis eines einzigen 
Stoffwechselproduktes oder einer Gruppe derselben 
zu beschrinken. 
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RESUMEN 


Aspectos del metabolismo del triptéfano durante el em- 
barazo en los animales de especie diferente. 


El estudio de los metabolitos del triptéfano elimi- 
nados con las orinas después de administracién oral 
del aminodcido a animales de especie diferente y en 
estado de embarazo, muestra: a) que el embarazo 
es un estado fisioldgico capaz de modificar, incluso 
profundamente en algunos animales, la orientacién 
metabélica del triptéfano; b) que variaciones meta- 
bélicas diversas se observan durante el embarazo de 
animales de especie diferente y que consisten sea en 
desplazamientos hacia lineas particulares 
(xantenuria gravidica enla mujer), sea en desequilibrios 
cuantitativos en las mismas lineas metabdlicas (qui- 
nurenina, substancias diazotables). El autor subraya 
la importancia del problema en el plan fisiolégico 
general y la necesidad de estudiar cuadros metabdlicos 
del aminodcido lo mds completos posible, no limitan- 
dose a la busqueda de un solo metabolito o de un 
grupo de metabolitos. 
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ISTITUTO DI FISIOLOGIA UMANA DELL’UNIVERSITA DI NAPOLI 
(Direttore: Prof. G. Bergami) 


Interazione piridossal-5-fosfato - KCN 
ed attivazione dell’apotransaminasi 


V. SCARDI - V. BONAVITA 


INTRODUZIONE 

Vi sono ancora molte incertezze sul mec- 
canismo delle reazioni transaminanti, come 
appare dal gran numero di schemi proposti 
dopo quello ormai antico di Braunstein e 
Kritzmann (1). 

Questa nota riassume i risultati di indagini 
sulla cinetica dell’interazione piridossal-5-fo- 
sfato (Py-s-P) - KCN, sull’attivita della 
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glutammico-ossalacetico transaminasi (GOT), 
quasi totalmente risolta, in presenza della 


cianidrina del Py-s-P, e sull’attivita della 
GOT dopo aggiunta della stessa cianidrina e 
di Py-s-P. 

I risultati consentono talune deduzioni pre- 
liminari sul modo d’attacco del coenzima piri- 
dossalico all’apotransaminasi ¢ sul meccanismo 
delle reazioni transaminanti. 
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Fig. 1 - Spettro nell’UV del Py-5-P 10-4 M (curva 1) e della sua cianidrina (curva 2). 
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Fig. 2 - Decremento dell’estinzione a 385 mu in funzion della concentrazione di KCN. 
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PARTE SPERIMENTALE 


MATERIALE E METODI 


1) Cianidrina. - La cianidrina é stata preparata 
facendo reagire quantita equimolecolari di Py-s5-P 
(della Casa Hoffmann - La Roche, che ringraziamo 
per la sua cortesia) e di KCN in puffer di fosfati 
0.05 M, pH 7.4, per 90 minuti a 50°C. La soluzione 
di cianidrina é stabile, come risulta dall’analisi spet- 
trale nell’UV. 


2) Glutammico-ossalacetico transaminasi. - La 
GOT é stata preparata da cuore di maiale. Per la 
purificazione e risoluzione é stato seguito il metodo 
di O’Kane e Gunsalus (2), fino allo stadio del ri- 
scaldamento a 60°C, ottenendo una _preparazione 
risolta per il 95%, la cui attivita eedlica, espressa 
in uM di acido ossalacetico formato in un minuto 
per mg di proteine, era di 3.4. 


3) Dosaggio dell’attivita enzimatica. - L’attivita 
transaminasica é stata determinata seguendo a 280 my, 
con lo spettrofotometro Beckman mod. DU, munito 
di «thermospacer », la formazione dell’acido ossa- 
lacetico, secondo il metodo di Cammarata e Cohen (3). 
Tutte le prove sono state eseguite a 37°C. 


RISULTATI 
Cinetica dell’interazione Py-5-P - KCN. 

La formazione della cianidrina é rivelata 
da cospicue variazioni spettrali: scomparsa 
del massimo di estinzione a 385 mz ed in- 
cremento dell’estinzione a 320 my con lieve 
shift verso le lunghezze d’onda minori (fig. 1). 
L’interazione Py-s-P - KCN ha luogo con 
una velocita la cui costante, calcolata per la 
reazione tra quantita equimolecolari delle due 
sostanze, é di 4.65 litri moli-' sec-', a pH 
7-4 ed a 37°C (fig. 2). A 50°C la reazione 
si svolge fino a completezza in 90 minuti. 
La formazione della cianidrina é stata con- 
trollata seguendo la cinetica della reazione 
Py-5-P - KCN con quantita scalari di que- 
st ultimo fino ad un eccesso del 500%, (fig. 3). 
Il coefficiente di estinzione molare della cia- 
nidrina a 320 mu, a 37°C ed a pH_ 7.4 é di 5800. 

Altri dati riguardanti la cinetica di questa 
reazione verranno discussi in altra sede. 
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Fig. 3 - Variazione dell’estinzione a 320 mu (curva 1) ed a 385 mu (curva 2) in funzione della concentrazione di KCN. 
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Fig. 4 - Curva di saturazione della GOT. Sulle ordinate: incrementi dell’estinzione a 280 mu (proporzionali all’acido 
ossalacetico formato). Sulle ascisse: yg di Py-5-P aggiunto. 


Prove enzimatiche. 


a) L’apotransaminasi, incubata per 15 mi- 
nuti a 37°C con la cianidrina in concentrazioni 
molari fino a tre volte maggiori di quella del 
Py-s-P sufficiente a saturare l’enzima (fig. 4), 
non presenta attivita enzimatica. Questa com- 
pare se l’apotransaminasi, gia incubata con 
cianidrina, viene reincubata per 10 minuti a 
37°C con Py-s-P. L’attivita proporzionale 
alla quantita di coenzima aggiunto e pari a 
quella osservata con apotransaminasi non 
preincubata con cianidrina. 


b) Sono state eseguite anche prove ana- 
loghe in cui l’aggiunta all’apotransaminasi 
della cianidrina e del coenzima era contem- 
poranea. Le prove erano allestite usando per 
ciascuna delle seguenti quantita di cianidrina 
(1.5; 5; 10 wg) tre quantita scalari di Py-s-P 
(1.5; 5; 10 wg); la miscela veniva preincubata 
per 15 minutia 37°C. Anche in questo caso la 
cianidrina non ha interferito nell’ attivazione 
enzimatica (tabella). 
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c) Prove eseguite incubando per 25 minuti 
a 37°C con eccesso di KCN (10-2 M) I’apoen- 
zima previamente attivato con Py-5-P (0.04 x 
10% M; incubazione per 10 minuti a 37°C) e 
dializzando poi per 12 h contro puffer di fo- 
sfati 0.05 M, pH 7.4, hanno dato risultati 
analoghi a quelli di prove allestite in paral- 
lelo in assenza di KCN. 


Cianidrina io 1,5 5,0 10,0 
ug 
} 
0,0 064 088 | 
1,5 060 080 
5,0 076 | 090 | 
10,0 .062 .078 08 


Variazioni dell’estinzione a 280 mu (proporzionale all’ac. ossa- 
lacetico formato) in prove enzimatiche allestite con quantita 
scalari di Py-5-P e della relativa cianidrina. 
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DISCUSSIONE 


L’introduzione del gruppo CN nella mole- 
cola del Py-5-P é sembrata un artificio oppor- 
tuno nelle indagini sul modo d’attacco del 
coenzima piridossalico all’apotransaminasi. Il 
problema é apparso gia ad altri ricercatori 
(Meister et al.; 4) correlato a quello del mec- 
canismo delle transaminazioni. 


O 
del Py-s5-P é 


a 
E noto che al gruppo - C “ 
H 


stato attribuito da Schlenk e Fisher (5) un ruolo 
fondamentale nelle reazioni transaminanti per 
la formazione di una base di Schiff con |’ami- 
noacido substrato. 

I nostri risultati, invece, lasciano intravvedere 
l'importanza del gruppo aldeidico per I’attacco 
del coenzima all’apoenzima. 

Secondo quanto si é riferito, la cianidrina 
non attiva 1 apotransaminasi, ma neppure 
compete con la molecola del Py-s-P per il 
possesso della proteina enzimatica (vedi prove 
a b), almeno nelle nostre condizioni 
sperimentali. Quest’ultimo fatto, confortato 
bt nessun effetto del KCN sul complesso en- 
zima-coenzima preincubati (vedi prova c), fa 


O 
presumere che il gruppo - C del Py-5-P 

sia necessario o almeno faciliti l’attacco del 
coenzima stesso all’apoenzima. La prova c 
appare ——— significativa se si tiene 
conto della rapidita con cui il gruppo CN si 
addiziona al C carbonilico del Py-5-P. Ci sem- 
bra che, se il KCN non reagisce con il Py-s-P 
legato all’apoenzima, debba concludersi che il 


gruppo - Cc. del coenzima é gia diversa- 
H 


mente impegnato. 


Queste deduzioni non concordano con il 
citato schema di Schlenk e Fisher. 


Deve essere sottolineato che all’ipotesi di 
una base di Schiff tra Py-5-P ed aminoacido 
substrato s’oppongono molti dati sperimentali 
acquisiti per vie estremamente diverse. 

Prima di riassumerli é necessario, pero, ri- 
levare come le conclusioni che si traggono dalle 
indagini con enzima risolto poOssano non essere 
valide per il legame naturale apoenzima - 
coenzima (Meister; 6). Questa limitazione 
non deve essere trascurata. 

Il fatto che la piridossamina-5-fosfato riesca 
ad attivare l’enzima risolto (Meister et al.; 
4) ¢ stato ritenuto un elemento a favore del 
citato schema di Schlenk e Fisher. E da rile- 
vare, perd, che il tempo di incubazione ri- 
chiesto é 2-3 volte maggiore di quello utile 
per l’attivazione enzimatica con Py-s5-P. Non 


O 


appare inverosimile che il gruppo - C 


unico elemento per cui i due composti si di- 
versificano, faciliti il legame del secondo di 
essi con l’apoenzima. Lo stesso Meister (6) in- 
clina ad escludere, del resto, per varie ragioni 
una conversione piridossamina + piridos- 
sale (che non é stata finora dimostrata in pre- 
senza dell’enzima purificato ¢ risolto). 

Si pud supporre che nella combinazione 
piridossamina-5-fosfato - apoenzima il gruppo 
-NH,; del coenzima reagisca con un gruppo 
carbossilico di un aminoacido della proteina 
enzimatica. Il maggior tempo necessario per 
la combinazione potrebbe riferirsi ad una 
minore reattivita del gruppo carbossilico degli 
aminoacidi enzimatici rispetto al gruppo 
aldeidico della molecola del Py-s-P. 

Nel senso di una diversita di legame tra apo- 
transaminasi da un lato piridossamina- 
piridossal-s-fosfato dall’altro, deporrebbero an- 
che i risultati ottenuti da Meister et al. (4) con 
tecnica isotopica. 

D’altra parte, non é forse senza significato 
il fatto che con il variare del pH in senso al- 
calino (da 7 a 9) l’attivazione dell’apotran- 
saminasi ad opera del Py-s-P ha luogo pit 
rapidamente (4), mentre nelle stesse condi- 
zioni il coefficiente di estinzione molare del 


121 


inuti 
oen- 
X 
C)e 
i fo- 
ltati 
yaral- 
1,0 
88 
O 
|_| 


Py-s5-P a 385 my. subisce un incremento sen- 


sibile (7). (L’incremento sembra_riferibile 
O 
a 
proprio al gruppo - C , dal momento che 
H 


le soluzioni di cianidrina presentano a 385 my. 
un’estinzione irrilevante, che non varia con 
il variare del pH in senso alcalino, da 7.4 a 
9.5). Questo é un ulteriore argomento a favore 


O 
dell’importanza del gruppo - Oe nell’in- 
H 
terazione apotransaminasi - coenzima, 


condo I’ipotesi formulata da Meister (6) della 
formazione di una base di Schiff tra gruppo 


Py-s-P e grupp! -NH,; della pro- 


teina enzimatica. 


Infine, altri dati che possono far da sostegno, 
indirettamente, a tale ipotesi sono quelli de- 
rivati da indagini con analoghi strutturali 
del piridossale (Meister et al.; 4). 


RIASSUNTO 


Sono state eseguite prove enzimatiche con GOT 
quasi totalmente risolta. La cianidrina del Py-s5-P non 
attiva l’apotransaminasi, ma neppure compete con 
il Py-s-P per il possesso della proteina enzimatica. 
Questi risultati lasciano intravvedere l’importanza 


del gruppo - C del Py-5-P per l’attacco del coen- 


H 
zima all’apoenzima e rappresentano un documento 


sperimentale ulteriore .contro il noto schema di 
Schlenk e Fisher. 


RESUME 


Interaction pyridoxal-s-phosphate-KCN et activation de 
apotransaminase. 


Les auteurs ont effectué des essais enzymatiques 
avec la GOT presque totalement isolée. La cyanhy- 
drine du Py-s-P n’active pas l’apotransaminase, mais 
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elle n’est pas non plus en compétition avec le Py-s5-P 
pour la fixation de la protéine enzymatique. Ces résultats 


O 
laissent entrevoir l’importance du groupe - C du 


H 


Py-5-P pour la fixation du coenzyme 4 l’apoenzyme 
et représentent une nouvelle donnée expérimentale 
en opposition avec le schéma bien connu de Schlenk 
et Fisher. 


SUMMARY 


Pyridoxal-s§-phosphate-KCN reaction and activation 
of the apo-transaminase. 


Enzymatic tests with almost completely resolved 
GOT have been carried out. The cyanhydrin of 
Py-s5-P does not activate apo-transaminase but neither 
does it compete with Py-s5-P for possession of the 
enzymatic protein. These results foreshow the im- 


O 


portance of the - C group of Py-s-P in attaching 


H 


the co-enzyme to the apo-enzyme and are further 
experimental proof refuting the well-known scheme 
by Schlenk and Fisher. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Wechselwirkung zwischen Pyridoxal-s-Phospat-KCN 
und Aktivierung der Apotransaminase. 


Es wurden Enzymproben mit fast vollstindig 
aufgespaltener Glutamin-Oxalessigsaure-Transaminase 
ausgefiihrt. Das Cyanhydrin des Pyridoxal-5-Phos- 
phats aktiviert die Apotransaminase nicht und macht 
dem Pyridoxal-s-Phosphat den Besitz des Enzym- 
proteins nicht streitig. Diese Ergebnisse gestatten 


oO 
a 
einen Ausblick auf den Einfluss der C —Gruppe 
H 


des Pyridoxalphosphates auf das Haften des Coen- 
zyms am Apoenzym und stellen einen weiteren 
experimentellen Beweis gegen das bekannte Schlenk- 
Fisher’sche Schema dar. 


RESUMEN 


Interaccién piridoxal-s-fosfato-KCN y activacién de la 
apotransaminasa. 


Los autores han efectuado pruebas enzimicas con 
GOT casi totalmente aislada. La cianhidrina del 
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Py-5-P no activa la apotransaminasa, pero tampoco 

entra en competicién con el Py-s-P para la fijacién 

de Ja proteina enzimica. Estos resultados dejan en- 
O 


trever la importancia del grupo - C 


\ 


del Py-s-P 
H 


para la fijacién de la coenzima a la apoenzima y re- 
presentan un nuevo dato experimental contra el 
conocido esquema de Schlenk y Fisher. 
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